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  الملخص

ات على استخدام يقوم العلاج المعياري لهذه الإصاب.. زاد انتشار الإصابة بالعدوى الفطرية، بما في ذلك المنقولة عن طريق الدم، بشكل آبير في السنوات الأخيرة

 .الأمفوتريسين ب على الرغم من آونها مصدر لأعراض جانبية شديدة السّمية، التي قد تهدد حياة المصاب في بعض الأحيان

) E(وفيتامين " حمض الأسكوربيك) "C(فيتامين(العمل الذي قمنا به يترآّز من ناحية على تقييم فعالية الأمفوتريسين ب في وجود بعض مضادات الأآسدة الطبيعية 

"α على نشاط الخميرة ") توآوفيرولCandida albicans ATCC 10231 و من ناحية أخرى باختبار السّمية لهذه المستحضرات على خلايا الدم الحمراء.  

، أنّ درجة تثبيط الأمفوتريسين ب في  فنلاحظ. ميكرو مول 0,4أظهرت النتائج تحسنا ملحوظا في آفاءة صيغنا المختبرة مقارنة بالأمفوتريسين ب وحده عند الترآيز

فيما يتعلق باختبار . مل/ ميكرو غ  8عند الترآيز النهائي ) E(٪ في وجود فيتامين  12٪ و إلى  7مل قد ارتفع إلى / ملغ  1,4عند الترآيز النهائي C وجود الفيتامين 

مل ، على التوالي ، يقلل من التأثير السّام الناجم عن الأمفوتريسين ب من /ميكروغ 8و مل/ملغ 1,4ين مختلف ينآيزبتر) E(وفيتامين ) C(السّمية ، إضافة فيتامين 

  . ٪ 69٪  إلى معدل  85معدل 

 ،اختبار السّميةالفعالية، مضادات الأآسدة ، ) E(، فيتامين ) C(، الأمفوتريسين ب ، فيتامين  Candida albicans: آلمات البحث 

 

Résumé  

L'incidence des infections fongiques ou mycoses, notamment hématogènes, a considérablement augmenté au cours des  

dernières années. Le traitement de référence pour ces infections est basé sur l’utilisation de l’amphotéricine B malgré qu’elle 

soit à l’origine de phénomènes toxiques très sévères mettant en jeu parfois le pronostic vital.  

Le travail que nous avons entrepris à porté, d’une part, sur  l’évaluation de l’efficacité de l’amphotéricine B en présence de 

quelques  antioxydants naturels (vitamine C « acide ascorbique » et vitamine E « α tocophérol ») ; vis-à-vis la levure Candida 

albicans ATCC 10231 d’une part. D’autre part, nous avons testé la cytotoxicité de ces formulations sur les globules rouges 

humains. 

Les résultats obtenus ont montré une nette amélioration de l’efficacité de nos formulations testées par rapport à 

l’amphotéricine B seule à une concentration finale de 0,4 µM. En effet, le degré d’inhibition  est de 7% en présence de la 

vitamine C à une concentration finale de 1,4 mg/ml et de 12 % en présence de la vitamine E à une concentration finale de 8 

µg/ml. Par ailleurs, l’addition de la vitamine C et la vitamine E, protège les globules rouges humains contre la cytotoxicité 

induite par  l’amphotéricine B. En effet, la fuite de l’hémoglobine passe de 85 % en présence d’amphotéricine B  seule à  69 

% en présence d’amphotércine B complexée aux deux vitamines étudiées. 

Mots clés : Candida albicans, Amphotéricine B, Vitamine C, Vitamine E, Pouvoir antioxydant, Efficacité, Cytotoxicité 

 

Abstract 

The incidence of fungal infections or mycoses, including hematogenous, has increased dramatically in recent years. The 

reference treatment for these infectionsis based on the use of amphotericinB despite being the source of severe toxic reactions, 

sometimes involving life-threatening. 

The work we have undertaken focused one valuating the effectiveness of amphotericin B in the presence of some natural 

antioxidants (vitamin C" ascorbic acid" and vitamin E" α tocopherol ") towards they east Candida albicans ATCC10231 

forone thing. Secondly, we tested the cytotoxicity of these formulations on human red blood cells. 

The results obtained showed a marked improvement in the efficiency of our formulations tested against amphotericin B alone 

0.4 µM. Indeed, the degree of inhibition of amphotericin B in the presence of Vitamin C at a final concentration of 1.4 mg/ml 

increase of 7 % and 12 % in the presence of vitamin E to a final concentration of 8 µg/ml. Concerning the cytotoxicity, the 

addition of vitamin C and vitamin E at the concentrations, 1.4mg/ml and 8 µg/ml respectively, reduces the toxic effect 

induced by amphotericin B of a hemolysis rate of 85 % to 69 %. 

Keywords: Candida albicans, amphotericin B, Vitamin C, Vitamin E, Antioxidant, efficacity, Cytotoxicity 

 

 

 



 
Liste des abréviations 

 

AmB   Amphotéricine B 

CMF Concentration Minimale Fongicide 

CMI       Concentration Minimale Inhibitrice 

DHA Acide Déshydroascorbique 

DMF Diméthylformamide  

DMSO Diméthylsulfoxyde 

EOA Espèces Oxygénées Activées   

EUCAST 

HDL 

European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 

Hight-Density Lipoprotein 

LAPSAB Laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthèse et activité  

biologique  

LDL Low-Density Lipoprotein 

MEB Microscopie Electronique à Balayage  

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards    

PBS Phosphate Buffered Saline 

RPMI Roswell Park Memorial Institut 

Vit Vitamine 
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Les candidoses systémiques ou profondes, dont la fréquence a augmenté, sont associées à une 

mortalité élevée. Cette mortalité reste lourde en raison du délai au diagnostic, et du terrain sur 

lequel elles surviennent. En effet, le nombre de ces infections a considérablement augmenté depuis 

25 ans, en raison d'une extension de la population à risque constituée essentiellement 

d’immunodéprimés à savoir les personnes atteintes d’un cancer, infectées par le VIH ou ayant subi 

une greffe d’organe solide, les patients diabétiques, cirrhotiques ou insuffisants rénaux, les patients 

d’âge extrême, dénutris ou malnutris, et ceux porteurs d’hémopathies malignes, et aussi de 

l'allongement de la survie des patients qui la constituent.  

L’apparition de résistance aux antifongiques chez certains microorganismes et l’inefficacité d’une 

antifongithérapie pour protéger l’organisme contre l’envahissement de certaines souches 

pathogènes constituent un problème sérieux. Ainsi, depuis 1950, l’année de la découverte de la 

nystatine par HAZEN et BROWN, plusieurs antifongiques furent isolés, mais un nombre très 

restreint est utilisé à des fins thérapeutiques du fait de leur toxicité et/ou de leur inactivité in vitro. 

C’est seulement depuis cette dernière décennie que la thérapeutique antifongique  s’est réellement 

développée mais malgré plus de cinquante ans d’utilisation, l’amphotéricine B reste encore 

l’antifongique polyènique de premier choix dans les infections fongiques profondes, en raison de 

son spectre très large, de son effet fongicide intense et de l’apparition de relativement peu de cas de 

résistance. La mise à disposition des dérivés azolés qui sont mieux tolérés que l’amphotéricine B a 

suscité de grands espoirs malheureusement déçus par l’apparition de cas de résistances de plus en 

plus fréquentes (SCHOLER et POLACK, 1984). De plus, les dérivés azolés, contrairement à 

l’amphotéricine B, sont plutôt des inhibiteurs de la croissance des cellules fongiques (CARBON et 

coll. 1994). Ce regain d’intérêt pour l’amphotéricine B a incité la renaissance des études concernant 

cette molécule.  

En effet, au sein du laboratoire « Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthèse et activité 

biologique » de l’université de Tlemcen, plusieurs formulations de l’amphotéricine B avec un coût 

moins dispendieux ont été élaborées dans le but d’améliorer son index thérapeutique (c'est-à-dire 

augmenter son efficacité vis-à-vis des levures et des fongis tout en réduisant sa toxicité vis-à-vis des 

cellules animales comme les nôtres). Ces dernières sont basées essentiellement soit sur la 

complexation de cette drogue aux lipoprotéines sériques (HDL, LDL) soit sur la modulation de son 

environnement physico-chimique (pH, Température, nature du solvant…).  
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Par ailleurs, la cytotoxicité  de l’amphotéricine B est liée aux espèces réactives de l’oxygène 

produites par la dégradation auto oxydative de cet antifongique,  responsables de son activité 

péroxydative au niveau des membranes cellulaires.  Il résulte de cette réaction une oxydation des 

acides gras insaturés des phospholipides ce qui induit une augmentation de la sensibilité des cellules 

au choc osmotique d’où la fragilisation des membranes cellulaires [(LAMY-FREUND et coll., 

1991) ; GABORIAU et coll., 1997)]. 

Ces résultats ont orienté les chercheurs vers le choix des antioxydants pour piéger les radicaux 

libres afin de protéger ou d’empêcher la propagation de ce mécanisme de dommage irréversible. En 

effet, ANDREWS et coll., (1977) ainsi que BEGGS et coll., (1977), ont montré que l’addition de 

quelques antioxydants (n-propyl gallate, hydroxyanisole butylé, hydroxytoluène butylé, acide 

nordihydroguaiarétique et l’acide D-α-tocopherol succinate) protège  l’amphotéricine B contre son 

autodégradation et préserve ainsi son activité antifongique vis-à-vis de  Candida albicans. En 

revanche, les travaux de BRAJTBURG et coll. (1985) et de  SOKOL-ANDERSON et coll., (1986), 

ont mis en évidence l’effet protecteur de la catalase contre les dommages oxydatifs induits par 

l’amphotéricine  B vis-à-vis des érythrocytes humains et des cellules fongiques. 

Sur la base de ces résultats, nous nous sommes intéressé à étudier l’effet de l’incorporation de deux 

molécules antioxydantes (la vitamine C et la vitamine E) dans le milieu réactionnel sur l’activité 

fongitoxique de l’amphotéricine B. 

Pour ce faire, nous avons évalué dans un premier temps, l’activité antifongique  de l’amphotéricine 

B en présence de la vitamine C « acide ascorbique » et la vitamine E « α tocophérol » ; vis-à-vis de 

la levure Candida albicans ATCC 10231. 

Dans un deuxième temps, nous avons suivi la cytotoxicité des formulations testées vis-à-vis d’un 

modèle universel de cellules animales, le globule rouge humaine. 
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1. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE L’AMPHOTERICINE B : 

L’amphotéricine B (AmB) est un antifongique, produit par fermentation d’un actinomycète du sol 

Streptomyces nodosus. Elle fut isolée pour la première fois en 1956 par GOLD et coll., sa structure 

chimique a été établie en 1970 [(CARLE, 2003); (PASQUALOTTO, 2009)]. (Figure N°01 a) 

Elle fait partie de la famille des macrolides polyèniques (famille d’agents macrocycliques), et 

comporte dans sa structure deux parties : 

• Une partie hydrophile poly hydroxylée polaire, avec une fonction lactone contenant un 

groupement carboxyle COOH, et un amino-sucre (la mycosamine) contenant un groupement 

amine NH2. 

• Une partie polyène lipophile apolaire contenant 7 doubles liaisons conjuguées en 

configuration trans, caractérisées par une forte intensité spectrale qui permet de les étudier 

par des méthodes spectroscopiques. 

La présence des groupements NH2 et COOH confère à l'amphotéricine B l’aspect amphotère. La 

présence des deux chaines polaires et apolaires (Figure N°01, b) lui confère un caractère amphiphile 

et une forme allongée en bâtonnet (KÉRI et TÓTH, 2003). 

Cette structure stéréochimique avec des dimensions moléculaires de 6A° de hauteur, 7A° de 

largeur, et 24 A° de longueur (Figure N°01 b), est responsable en grande partie de la formation des 

pores (WOJTOWICZ et coll., 1998). 

L’amphotéricine B comporte 47 atomes de carbone, son poids moléculaire est de 960. Elle se 

présente sous forme de poudre jaune instable, insoluble en milieu aqueux, peu soluble dans les 

solvants organiques apolaires comme l'éther de pétrole, et soluble dans les solvants organiques 

polaires tels que le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamide (DMF), elle se conserve à 

4°C à l’abri de la lumière (COHEN et JACQUOT, 2008). 

La toxicité de cet antifongique est liée en grande partie à son insolubilité en milieu aqueux. En effet, 

l’addition de sels biliaires tel que le désoxycholate de sodium entraîne la formation de micelles 

mixtes avec l’amphotéricine B, ce qui permet sa mise en suspension colloïdale dans du sérum 

glucosé à 5% (commercialisée sous le nom de Fungizone®) [(CHAVANET, 1997); 

(COLLIGNON et coll., 2007)]. 

 

 

 

 

 



Premiè

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figu

molécula

 

 

 

(a) 

(b) 

ère part

ure N°01: S

aires (b) de

tie Syn

Structure c

e l’amphoté

chimique (a

éricine B [(

c

a), modèle t

(VAN –BAM

coll., 2010)]

 

tridimensio

MBEKE, 2

]. 

thèse bi

onnel avec 

2009); (CAR

ibliogra

les dimens

RRILLO-T

aphiquee

sions 

TRIPP et 

 66



Première partie Synthèse bibliographique 
 

7 
 

En solution aqueuse, l’amphotéricine B se répartit schématiquement en trois états:  

• une forme agrégée responsable de la toxicité,  

• une forme oligomère (essentiellement dimère) douée d’une moindre toxicité,  

• une forme monomérique peu toxique responsable de l’activité antifongique (COLLIGNON 

et coll., 2007). 

L’équilibre entre ces trois formes n’est pas figé. Il varie selon la concentration d’AmB et le solvant. 

On comprend alors l’importance du choix du support de solubilisation pour réduire la proportion de 

forme toxique d’AmB, en se rappelant que cette molécule est amphotère [(LEGRAND, 1992); 

(CHAVANET, 1997)].  

Sa posologie est de 0,5 à 1 mg/Kg/24h en cas d’insuffisance cardio-pulmonaire, et jusqu'à                

1 mg/Kg/24h ou 1,5 mg/Kg tous les 2 jours pour les infections sévères causées par les germes les 

moins sensibles à cette drogue, et ceci pour une durée de traitement de 6 à 12 semaines ou plus 

(CHEVREL, 2009). 

Cet antifongique est indiqué principalement dans les cas sévères (chocs septiques) qui pourraient 

être dus à des infections fongiques causées par Candida sp. ou autres, comme les Aspergilloses et 

les cryptococcoses, mais il est également un antiparasitaire de premier ordre, utilisé pour traiter les 

leishmanioses et certaines amibiases. Il est contre indiqué chez les femmes enceintes et les 

personnes pouvant avoir des allergies connues [(ELLIS, 2002) ; (LEMKE et coll., 2005); 

(VANDEPUTTE, 2008)]. 

L’absorption digestive de l’amphotéricine B est très faible (moins de 5%). De ce fait, il est 

indispensable de l’administrer par voie parentérale pour traiter les mycoses systémiques 

(PERLEMUTER et PERLEMUTER, 2008). 

L’absorption de l’amphotéricine B au niveau de l’intestin est négligeable, ce qui explique que 

jusqu'à présent il n’y a pas de toxicité générale (CASAMAJOR et DESCROIX, 2009). 

Après injection intraveineuse, 90% du produit disparaît du sang et passe dans un compartiment 

central (secteur vasculaire), puis se distribue entre deux compartiments périphériques non identifiés; 

l’un d’équilibration rapide et l’autre d’équilibration lente, la demi-vie initiale est d’environ 24h 

suivie par une demi-vie plasmatique d’environ 15 jours, sa liaison aux protéines (albumine α.1-

glycoprotéine acide) et aux lipoprotéines sériques est très élevée (≥90%) [(COLLIGNON et coll., 

2007); (MARTIN, 2008)]. 
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L’élimination est surtout biliaire, l’élimination rénale est faible et prolongée; 20 à 30% de la dose 

injectée sont souvent retrouvées dans les urines au 7eme jour (MARTIN, 2008). 

Les effets indésirables les plus fréquents se traduisent par des céphalées, frissons, fièvres, 

hypotensions, troubles rénaux et métaboliques, hypokaliémie, et hypomagnésémie 

(PERLEMUTER et PERLEMUTER, 2008), qui sont dus à la toxicité de cette drogue 

(KLEINBERG, 2010). 

 

2. DIFFERENTES FORMULATIONS DE L’AMPHOTERICINE B : 

Afin de réduire la toxicité de l’amphotéricine B (qui est liée à la formation de complexes binaires en 

forme de pores dans les cellules animales), et d’augmenter son efficacité vis-à-vis des cellules 

fongiques, plusieurs stratégies ont été mises en œuvre pour obtenir des formulations de cet 

antifongique sous sa forme monomérique. Rappelons que ce sont les formes oligomériques solubles 

et agrégées insolubles qui sont toxiques vis-à-vis des cellules animales, et que la toxicité de 

l’amphotéricine B est liée principalement à son insolubilité [(ADAMS et KWON, 2004); (NISHI 

et coll., 2007)]. 

 

2.1 Modifications galéniques : 

L’association de l’amphotéricine B aux sels biliaires tels que le désoxycholate de sodium conduit à 

une dispersion colloïdale neutre, et moins toxique que l’amphotéricine B pure, commercialisée sous 

le nom de Fungizone®(ERIKSSON et coll., 2001). 

Les travaux de BRATJBURG et coll., (1990) et (1994) ont montré que les mélanges de lécithine et 

de désoxycholate diminuent la toxicité de l’amphotéricine B et augmentent son index thérapeutique. 

L’association de l’amphotéricine B aux agents tensioactifs non ioniques tels que MYRJ59 et 

Lauryl-succrose permet elle aussi de réduire sa toxicité vis-à-vis des globules rouges, et de 

conserver son efficacité vis-à-vis des cellules fongiques du genre Candida albicans (BRATJBURG 

et BOLARD, 1996). 

De plus, l’association des copolymères poly (2-éthyl-2-oxazoline)-block-poly (acide aspartique) 

(PEOz-b-PASP) à l’amphotéricine B; « Polyions complexes micelles PIC » a montré une 

cytotoxicité inférieure à celle de la Fungizone®, et donc se révèle comme un autre moyen efficace 

d’encapsuler cette drogue (WANG et coll., 2009). 
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Cependant, parmi toutes ces formulations, les formulations lipidiques restent les plus prometteuses, 

le seul inconvénient est le coût onéreux. Trois de ces formulations sont mises sur le marché : 

 Abelcet® : L’association de l’amphotéricine B au Dimyristoyl phosphatidylcholine et 

Dimyristoyl phosphatidylglycérol a permis d’avoir de l’amphotéricine B en complexe 

lipidique. 

 Amphotec® ou Amphocil® : L’association de l’amphotéricine B au sulfate de cholestérol 

s’est révélée beaucoup moins toxique que l’amphotéricine B libre ou liée au désoxycholate, 

et ceci grâce au pouvoir solubilisant de ce dérivé de cholestérol. 

 Ambisome® : L’incorporation de l’amphotéricine B dans des liposomes unilamellaires 

constitués de phosphatidylcholine hydrogéné de cholestérol et de distéaroyl 

phosphatidylglycérol a augmenté son index thérapeutique [(ANDRES et coll., 2001); 

(PRADALIER et coll., 2005)]. 

 

2.2 Modifications chimiques : 

De nombreux dérivés semi synthétiques d’amphotéricine B ont été décrits dans la littérature. Ces 

derniers sont obtenus par modification des 2 groupes ionisables de l’antifongique, à savoir le groupe 

COO- et NH3
+. Cette modification entraîne une transition conformationnelle. Deux de ces dérivés, 

la PAME (N-(1-Piperidinepropionyl) Amphotéricine B MéthylEster)  (Figure N°02b) et la SAME 

(N-(N’-3-Diméthyl aminopropyl-succinimido) Amphotéricine B MéthylEster) (Figure N°02c) 

(dérivés cationiques) montrent une importante sélectivité par rapport à la molécule mère d’AmB, et 

peuvent pénétrer plus profondément dans les régions hydrophobes [(CZUB et coll., 2007); (CZUB 

et coll., 2009)]. 

De plus, d’autres études ont montré que pour avoir une hémolyse des globules rouges il faut 2μg/ml 

d’amphotéricine B, alors qu’il faut jusqu'à 300μg/ml de la PAME pour avoir 50% d’hémolyse 

(HAC-WYDRO et coll., 2005). Ces dérivés semblent améliorer la toxicité sélective de la molécule 

mère d’amphotéricine B. 

Un autre dérivé qui est l’AMA (Amphotéricine B-3- (N’N’-diméthylamino) propylamide)      

(Figure N°02d), est utilisé à des fins de vectorisation d’oligonucléotides antisens (ODN) dans les 

cellules animales (HIANIK et coll., 2008). 

A travers les résultats obtenus pour ces dérivés cationiques, on peut déduire que la voie de 

recherche de nouveaux dérivés chimiques qui tendent surtout à améliorer la sélectivité de l’AmB 

vis-à-vis des cellules fongiques, est également très prometteuse. 
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Figure N°02 : Structure de l’amphotéricine B (a), et des trois dérivés semi synthétiques PAME 

(b), SAME (c) (CZUB et coll., 2009), et AMA (d) (HIANIK et coll., 2008). 
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3. MECANISME D’ACTION DE L’AMPHOTERICINE B :  

Bien que le mécanisme d’action ne soit pas totalement élucidé, il reste généralement admis que la 

toxicité de l’amphotéricine B s’exerce principalement au niveau des membranes contenant des 

stérols (cellules fongiques et levures qui renferment de l’ergostérol et cellules de mammifères qui 

contiennent du cholestérol) [(CZUB et coll., 2007); (HEREĆ et coll., 2007)]. 

L’amphotéricine B serait à l’origine d’une perméabilisation membranaire accrue  qui initierait un 

gonflement cellulaire suivant les modifications du flux ionique, en particulier au niveau des ions 

monovalents Na+ et K+, précédant la mort cellulaire. En effet, de nombreuses études ont montré une 

corrélation entre la fixation membranaire de l’antifongique et son action perméabilisante, précisant 

le rôle des lipides membranaires et plus particulièrement les stérols dans l’interaction AmB-

membrane (MONÉ et coll., 2010). 

Les travaux de SAFE et coll., (1977), ont montré que trois souches de Candida résistantes à 

l’amphotéricine B contiennent les mêmes stérols que les souches sensibles mais en concentration 

plus faible. 

De plus, l’inhibition de la synthèse du cholestérol par addition du kétoconazole, permet une 

diminution de la toxicité de l’amphotéricine B envers les cellules rénales en culture (JOLY   et 

coll., 1992). 

L’interaction amphotéricine B-stérol dépend de la composition membranaire en phospholipides 

(CLEJAN et BITTMAN, 1985). Les cellules de Saccharomyces cerevisiae enrichies en 

phospholipides de type phosphatidylcholine (PC), phosphatidyléthanolamine (PE) et 

phosphatidylsérine (PS), acquièrent une résistance envers l’amphotéricine B  (RAO et coll., 1985).  

L’induction par l’amphotéricine B d’une perméabilisation transmembranaire aux ions est reliée à la 

formation de canaux d’un diamètre de 8Å. Ces derniers sont formés de 8 à 12 molécules 

d’antifongique agrégées. L’ensemble constitue un canal ancré à la surface membranaire par ses 

groupes chargés dont l’intérieur est tapissé de groupes hydroxyles (Figure N°03). 

Le problème posé par ce modèle vient du fait que les canaux n’étaient pas assez longs pour 

s’étendre sur toute l’épaisseur de la bicouche lipidique, pour les longueurs de chaînes acyls des 

phosphatidylcholines rencontrés dans les membranes des cellules. Ils correspondent plutôt à un seul 

feuillet.  
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L’observation comme quoi l’amphotéricine B avait une activité sélective maximale vis à vis des 

anions quand ils étaient présents des deux côtés de la membrane lipidique et l’existence d’un 

groupement OH en C35 suggère que 2 demi-pores pouvaient se superposer au sein de la membrane 

par des liaisons hydrogène. C’est pourquoi le modèle proposé par DE KRUIJFF et DEMEL (1974), 

constitué de demi pores cations sélectifs et de double demi pores anions sélectifs est resté la 

référence en matière de mécanisme d’action de cet antifongique. 

De plus, une étude faite  par modélisation moléculaire a montré que 6 à 8 molécules 

d’amphotéricine B seraient impliquées dans la formation du canal, les interactions par liaisons 

hydrogène seraient indispensables pour que le canal reste à l’état ouvert  (BAGINSKI et coll., 

2005)]. (Figure N°04) 
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Cependant, la sélectivité de l’amphotéricine B envers les cellules fongiques est due à  une plus 

grande affinité de cette drogue  pour l’ergostérol membranaire [(KERRIDGE, 1979); (KITO et 

coll., 1987); (SEOANE et coll., 1998)].  

Des méthodes physiques reposant sur les spectres d'absorption ont permis de confirmer cette 

spécificité et de montrer que l’amphotéricine B se lie 10 fois plus à l'ergostérol qu'au cholestérol 

(BAGINSKI, 2002). 

Cette grande affinité pour l’ergostérol  s’expliquerait par : 

- La présence d’une double liaison en C22 sur l’ergostérol renforcerait l’interaction mettant en 

jeu la chaîne rigide (7 doubles liaisons) de l’amphotéricine B et la molécule de stérol 

- La conformation plane de l’ergostérol serait plus propice à une interaction avec 

l’amphotéricine B que le cholestérol, dont la chaîne latérale sans double liaison en C22 est 

plus flexible (NORMAN et coll., 1972). (Figure N°05) 

- Les travaux de BRAJTBURG et coll., (1981 et 1980) ont montré que la toxicité cellulaire de 

l’amphotéricine B vis à vis des cellules fongiques et animales est dose dépendante.  

- Effet stimulateur vis-à-vis des cellules de  Candida albicans à des doses de l’ordre de 0,01 

µM et vis-à-vis de lignées de cellules animales comme les lymphocytes à des doses <1µM.  

- Effet perméabilisant membranaire cationique (K+, Ca2+, Mg2+) à des doses de l’ordre de 0,02 

à 0,1 µM pour Candida albicans et entre 1 et 10 µM pour les lymphocytes. Les dommages 

membranaires à l’origine de la fuite des ions concernent aussi l’inhibition de l’ATPase à 

protons des cellules fongiques et de l’ATPase Na+/K+ des cellules animales. 

- Effet létal après la perméabilisation irréversible de la membrane aux cations à des doses> 

0,3µM pour Candida albicans et de 20µM pour les lymphocytes. 

Ces différents phénomènes ne peuvent pas s’expliquer uniquement par la formation de pores 

transmembranaires et par des changements de perméabilité. D’autres mécanismes doivent intervenir 

si nous considérons que les doses d’amphotéricine B généralement nécessaires à la destruction des 

cellules sont nettement supérieures à celles qui provoquent une fuite des cations. 
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Figure N°05 : Interaction de l’amphotéricine B (a) avec le cholestérol et l’ergostérol (b) 

(GABRIELSKA  et coll., 2006) 
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En 1994 VERTUT-DOÏ et coll., ont mis en évidence un autre mécanisme d’action de 

l’amphotéricine B, au niveau du processus d’endocytose chez une lignée cellulaire CHO (Chinese 

Hamster Ovary). A fortes doses l’antifongique serait susceptible d’inhiber la fusion endosomes-

lysosomes tout en stimulant son internalisation par la pinocytose.  

Ainsi la peroxydation des lipides membranaires pourrait être un des phénomènes responsables de la 

destruction des cellules. Ce phénomène est déterminant dans l’effet toxique de l’amphotéricine B 

sur les sphéroplastes de Candida albicans (SOKOL-ANDERSON et coll., 1986) et les globules 

rouges (BRAJTBURG et coll., 1985).  Selon SOKOL-ANDERSON et coll., (1986), la toxicité de 

l’amphotéricine B est fortement réduite en présence de la peroxyde dismutase et d’O2 ou en absence 

d’O2 ; nous pouvons supposer que l’amphotéricne B favorise la formation de radicaux libres d’O2 

responsables des peroxydations lipidiques et de la lyse cellulaire. De plus, l’induction de la 

perméabilité cellulaire aux cations ne serait aucunement influencée par la présence ou non d’O2 

(Figure N°06). 
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Figure N°06 : Toxicité cellulaire de l’amphotéricine B (BRAJTBURG  et BOLARD, 1996). 
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4. PEROXYDATION LIPIDIQUE DE L’AMPHOTERICINE B : 

L’amphotéricine B reste l’antifongique le plus efficace dans le traitement des mycoses profondes et 

systémiques, mais sa toxicité élevée envers les cellules de mammifères limite son utilisation. 

Cette toxicité est due partiellement à la péroxydation lipidique exercée par l’amphotéricine B au 

niveau des membranes cellulaires. 

La peroxydation lipidique est un phénomène général qui se produit dès la présence de l’oxygène. 

Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine sont concernés.  

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénomène également très important. Les membranes des 

cellules sont particulièrement riches en acides gras polyinsaturés (30 à 50 %) présents dans les 

phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipides. La lipoperoxydation des membranes va altérer 

leur fonctionnalité (modification de leur perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, 

de récepteurs...) (CILLARD, 2006). 

L’étude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir par les 

antioxydants connaît depuis les dernières décennies un regain d’intérêt dû aux implications de ces 

phénomènes dans les domaines de la nutrition et de la santé. 

Selon GABORIAU et coll., (1997), les espèces réactives de l’oxygène produit par   l’amphotéricine 

B sont impliquées dans la dégradation auto oxydative de la molécule, ainsi que dans son activité 

péroxydative au niveau des membranes cellulaires, ce qui explique la cytotoxicité de 

l’amphotéricine B, et que l’état d’agrégation de la molécule module la cinétique de l’auto oxydation 

d’amphotéricine B. Par contre, les formes monomériques et les superagrégats de l’amphotéricine B  

ne sont pas impliqués dans ce processus parce qu’elles sont plus stables. 

D’autre part, l’oxygène des acides gras insaturés des phospholipides induit la fragilisation des 

membranes cellulaires, ce qui rend les cellules plus sensibles au choc osmotique (LAMY-

FREUND et coll., 1991). 

Cette observation a orienté les chercheurs vers le choix des antioxydants pour piéger les radicaux 

libres afin de protéger ou bien empêcher la propagation de ce mécanisme de dommage irréversible. 

En effet ANDREWS et coll., (1977) ainsi que BEGGS et coll., (1977), ont montré que l’addition de 

quelques antioxydants (n-propyl gallate, hydroxyanisole butylé, hydroxytoluène butylé, acide 

nordihydroguaiarétique et l’acide D-α-tocopherol succinate) avec l’AmB permet de stabiliser la 

molécule d’AmB contre l’autodégradation afin de prolonger l’activité antifongique vis-à-vis de  C. 

albicans. 
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Par ailleurs, des études ont mis en évidence l’effet protecteur de certains antioxydants (catalase) 

contre le dommage oxydatif induit par l’amphotéricine B chez les érythrocytes humains 

(BRAJTBURG et coll., 1985), et chez les cellules fongiques (SOKOL-ANDERSON et coll., 

1986). 

C’est pourquoi, nous nous sommes proposé d’incorporer deux molécules antioxydantes (la vitamine 

C et la vitamine E) dans le milieu réactionnel de  l'amphotéricine B afin d'étudier l’effet de ces 

vitamines sur l'activité fongitoxique de l’amphotéricine B.  

De façon générale, les antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente à 

faible concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 

l’oxydation de ce substrat. Ils  interviennent dans des mécanismes de défense contre les attaques des 

radicaux libres en protégeant les membranes des cellules (LACAN BIONOV, 2001). 

Ce sont des molécules qui sont capables de neutraliser les formes actives de l’oxygène et permettent 

de maintenir au niveau de la cellule et de l’organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux 

libres [(FONTAINE, 2002); (SATAM, 2007)]. 

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense contre les radicaux libres. 

• Un système de défense primaire composé d’enzymes et de substances antioxydantes. Ces 

substances auront comme fonction d’empêcher l’initiation ou la propagation des réactions 

radicalaires. 

• Un système de défense secondaire qui consiste en un ensemble de composés susceptibles 

de ralentir considérablement les effets des radicaux libres qui n’ont pas été piégés par les 

systèmes de défense précédents (PINCEMAIL et coll., 1998 a). 

Les antioxydants naturels sont des molécules exogènes, qu’on ne trouve pas spontanément dans 

l’organisme mais qui sont apportées par l’alimentation, exemple de la vitamine A, C et E, les 

polyphénols, le sélénium… 

Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule antioxydante piège un seul radical libre, 

pour pouvoir fonctionner à nouveau, cette molécule antioxydante doit donc être régénérée par 

d’autres systèmes.  

Par conséquent, on distingue les molécules qui peuvent piéger directement les radicaux libres 

organiques (vitamine E) et celles qui agissent de façon indirecte sur les radicaux libres (vitamine C) 

(PROBIOX, 2005). 
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Ces antioxydants peuvent agir contre la lipopéroxydation de deux façons : soit en protégeant les 

lipides cibles (les acides gras polyinsaturés ou AGPI) contre les effets délétères des espèces 

réactives de l’oxygène (ERO), soit en empêchant la propagation de la lipopéroxydation une fois 

qu’un peroxyde d’acide gras (le radical acylperoxyle) est apparu.  

Dans le premier cas, ils fonctionnent comme des pièges à ERO (caroténoïdes, vitamine C, 

polyphénols). Dans le second cas, ils interrompent directement la chaîne de lipopéroxydation [α-

tocophérol (vitamine E)] (LEGER, 2006). 

Rappelons que les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui 

sont nécessaires à l’organisme et que l’homme ne peut synthétiser en quantité suffisante. Elles 

doivent être fournies par l’alimentation.  

Les besoins quotidiens en vitamines ne sont que de quelques fractions de microgrammes à quelques 

milligrammes. Ceci est dû au fait que la plupart agissent comme des coenzymes ou des cofacteurs 

au cours des réactions enzymatiques.  

 

     4.1. Vitamine C : 

La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par l’organisme. C’est un excellent piégeur 

des espèces oxygénées activées (EOA) qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, 

acides gras, ADN) de l’oxydation. 

Cette molécule a une structure apparentée à celle des sucres à six atomes de carbone. Les trois 

formes moléculaires les plus connus de vitamine C sont ; l’acide L-ascorbique, l’acide D-ascorbique 

et sa forme oxydée dite acide déshydroascorbique (DHA) (Figure N°07). En revanche, seule la 

forme L et le DHA possèdent une activité biologique (BOURGEOIS, 2003). 

Aux concentrations physiologiques, la vitamine C est capable d’empêcher l’oxydation des LDL 

produites par divers systèmes générateurs d’EOA. Lors de son oxydation en acide 

déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un 

rôle essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée [(PROBIOX, 2005); (TRIPATHI et 

coll., 2009)]. (Figure N°08) 

 

 

 

 

 

 

 



Première partie Synthèse bibliographique 
 

21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°07: Représentation de  (a) l’acide L-ascorbique, (b) de l’acide D-ascorbique et (c) de 

l’acide déshydroascorbique présents dans les fruits et légumes (ROJAS GONZALEZ, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°08 : Régénération de la vitamine E via l’action de la vitamine C lors de la 

peroxydation lipidique (PINCEMAIL et coll., 1998 b). 
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Les fonctions de la vitamine C dans l’organisme sont très nombreuses et leurs études relèvent de la 

biologie, de la biochimie et de la médecine. Il est cependant possible de citer quelques exemples de 

son action. 

- La vitamine C est nécessaire à l’élaboration du collagène, protéine constitutive des fibres des 

tissus conjonctifs. Elle participe donc à la formation mais surtout à la réparation des structures 

riches en ces tissus; os, cartilages, ligaments, vaisseaux sanguins (NEU et coll., 1990). 

- Elle contribue à la santé des dents et gencives ; 

- Elle favorise l'absorption intestinale du fer par l'intestin, permettant ainsi d'éloigner les risques 

d'anémie (LE GRUSSE et WATIER, 1993). 

- Augmente la résistance aux infections: la vitamine C favorise la synthèse de l'interféron, substance 

responsable de la lutte contre l’invasion microbienne et virale de nos cellules. 

- Nettoyant de l'organisme : la vitamine C favorise l'élimination d'agents polluants néfastes au bon 

fonctionnement de l'organisme, tels que les pesticides, les métaux lourds, les monoxydes de 

carbone, le dioxyde de soufre ainsi que toutes les toxines produites par notre corps. 

- Elle agit par son pouvoir antioxydant dans la prévention du cancer en inhibant la formation de 

nitrosamines et radicaux libres.  

- Elle favorise la synthèse de plusieurs hormones et neurotransmetteurs importants [(LE GRUSSE 

et WATIER, 1993); (CHRISTOPHER, 2003)]. 
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4.2. Vitamine E : 

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (alpha, beta, gamma, delta). Le 

caractère hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la 

membrane cellulaire et des lipoprotéines où elle joue un rôle protecteur en empêchant la 

propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (PROBIOX 2005). (Figure 

N°09) 

La structure chimique des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di-, ou tri-méthylé 

auquel se trouve rattachée une chaîne carbonée latérale (chaîne phytyle) saturée de 16 carbones.  

Cette famille comprend 4 substances ; l’α-tocophérol, qui est la vitamine E proprement dite, le β-

tocophérol, le γ-tocophérol et le δ-tocophérol qui diffèrent entre eux seulement par le nombre et 

l’arrangement des groupements méthyles autour du cycle benzène du noyau chromanol 

[(PINCEMAIL et coll. 1998 b); (CUVELIER et coll. 2003)]. (Figure N°10) 

La vitamine E ou α-tocophérol est un antioxydant puissant, qui joue un rôle important dans la 

protection de l’organisme contre les oxydations; peroxydation des acides gras polyinsaturés, des 

rétinoïdes et des carotènes, oxydation des fonctions thiols des protéines. 

L’α-tocophérol agirait en captant les radicaux libres engendrés par les réactions d’oxydation, en 

particulier par la chaîne respiratoire des mitochondries (RAISONNIER, 2002). 

En plus de son rôle antioxydant, la vitamine E joue de nombreux rôles dans l'organisme. On peut 

citer quelques exemples :  

- Elle améliore la réponse immunitaire et protège contre les substances toxiques;  

- Elle intervient également dans le bon équilibre général et le tonus musculaire et nerveux ; 

- Elle diminue l’incidence du cancer de la prostate, du sein et du côlon et le risque des troubles 

visuels ; 

- Elle joue un rôle déterminant dans la réparation de l’ADN ; 

- Elle favorise une meilleure utilisation de l’insuline ;  

- Elle aurait un effet bénéfique sur les maladies cardiovasculaires en limitant les effets néfastes du 

cholestérol et en intervenant sur le processus d'agrégation plaquettaire ; 

- Elle ralentit l’évolution de la maladie d’Alzheimer et des états démentiels [(LIVERNAIS-

SAETTEL, 2000); (STOLARSKA, 2005); (BOHEMIER, 2010)]. 
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Figure N°09 : Insertion de la vitamine E  au sein de la membrane lipidique (PROBIOX, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°10: Structure chimique des différents tocophérols (LEGER, 2006) 
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Ce travail a été effectué au laboratoire  « Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthèse et 

activité biologique » Université Aboubekr Belkaïd de Tlemcen. 

1. Matériel : 

   1.1. Antifongique : 

Nous avons utilisé de l’amphotéricine B pure provenant des laboratoires Bristol-Meyers-Squibb 

France. 

La solution mère d’antifongique est préparée en extemporanée dans du diméthylsulfoxide (DMSO) 

à une concentration de 10-3M puis ajustée à 10-4M au spectrophotomètre à 416 nm selon la formule 

A= ε Cl  (ε416 = 121 400) 

    1.2. Vitamines : 

Nous avons utilisé deux vitamines : 

‐ Acide ascorbique « vitamine C » en poudre blanche, pureté : 99 % (Fluka),  

‐ Acide tocophérol « vitamine E » sous forme d’un  liquide très visqueux, pureté≥ 97% (Fluka). 

Les vitamines sont préparées en extemporané dans du diméthylsulfoxide (DMSO) et ajoutées au 

milieu de culture au temps zéro à une concentration finale de 1,4mM pour la vitamine C et       

8x10-3mM pour la vitamine E. Le choix de ces concentrations est lié au pouvoir antioxydant de 

chaque vitamine [(ATMACA et ÇIÇEK, 1996) ; (ANDREWS et coll., 1977)]. 

   1.3. Candida albicans: 

Les expériences ont été menées sur une souche de levure, il s’agit de Candida albicans ATCC 

10231  American Type Culture Collection (Rockville, MD., USA.). 

Les levures sont entretenues par repiquages réguliers et  successifs  sur milieu Sabouraud gélosé et 

conservées à 4°C. 

   1.4. Globules rouges humains : 

Les tests de cytotoxicité de nos formulations, ont été effectués sur le globule rouge humain, (modèle 

universel des membranes cellulaires animales), provenant d’un donneur unique sain. 

 

2. Méthodes : 

     2.1. Détermination de l'activité antifongique en milieu liquide (time-kill curve): 

Les cultures sont menées dans des Erlens Meyer de 250ml.  

Les milieux de cultures sont ensemencés aseptiquement par des levures provenant d’une préculture 

de 18 heures puis mis dans un incubateur de paillasse (Thermo Forma Orbital Shaker) à 30°C sous 

agitation continue à une vitesse de 130 tours/minute.  

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/ml. 
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Pour étudier le phénomène de dormance des levures, la croissance est suivie sur une période de 40 

heures. 

La mesure de la croissance est réalisée par dénombrement des levures sur cellule de Thoma depuis 

le temps zéro qui correspond à l’addition de l’inoculum, des vitamines et de l’antifongique.  

   2.2. Etude microscopique : 

Pour vérifier la viabilité des cellules par rapport à leur forme structurale au cours de la croissance, 

nous avons utilisé le microscope électronique à balayage (laboratoire de microscopie du 

département de physique -Université Aboubekr Belkaïd de Tlemcen-). 

2.2.1. Mode opératoire : 

Les cultures de Candida albicans sont menées dans le Sabouraud liquide en ajoutant nos 

formulations. 

Nous avons lancé la croissance dans des tubes qui contiennent 10ml du milieu aux concentrations 

finales suivantes : - Amphotéricine B (0,4µM qui correspond à la CMI vis-à-vis à cette souche) 

                          - Vitamine C (1,4mM) 

                          - Vitamine E (8x10-3mM) 

Nous avons réalisé des prélèvements en fixant une goutte sur une lamelle par la chaleur. Après 

coloration au bleu de méthylène et séchage des frottis nous avons maintenu ces derniers dans des 

boîtes de Pétri avant l’observation microscopique selon les recommandations de Guezlane et coll., 

(2008). 

Le microscope électronique à balayage utilisé est un HITACHI TM-1000. Il fonctionne en mode 

"pression contrôlée". Il fait l’observation d'échantillons fins, massifs, secs, gras, hydratés, sans 

préparation préalable avec un agrandissement possible jusqu'à x10.000 (HELLOPRO 2010). 

     2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) : 

Nous avons utilisé la méthode décrite en 2008 par the European Committee for Antimicrobial 

Susceptibility Testing. C’est la méthode de référence pour la détermination des CMI et des CMF. 

Le milieu de culture préconisé pour cette technique est le bouillon RPMI-1640 (Roswell Park 

Memorial Institut) (Sigma) supplémenté de 2% de glucose et du rouge phénol comme indicateur 

coloré de pH. Ce milieu est tamponné à pH 7. C’est un milieu enrichi supplémenté en acide aminé, 

qui permet une meilleure croissance des levures. 

La concentration cellulaire finale est fixée à 5 x 105 cellules/ml. 
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Pour la culture en microplaque, nous avons préparé des solutions mères d’antifongiques dans le 

DMSO à des concentrations allant de 3,12 mM à 1600 mM. Ces dernières sont diluées au 1/100 

dans le milieu RPMI. 

Pour étudier l’effet des vitamines C (1,4mM) et E (8x10-3mM) sur l’efficacité de l’amphotéricine B, 

nous avons déposé dans chaque puits de la microplaque 50µl de la solution antifongique et 50µl de 

la solution vitaminique puis nous avons ajouté 100µl de la suspension de levure dans chaque puits 

(Figure N°11).  

Il est à noter que le puits N°11 correspond à la culture témoin (cellules cultivées en absence 

d’amphotéricine B et des vitamines). Le puits N°12 quand à lui sert de témoin négatif. 

La microplaque ainsi préparée est scellée puis placée dans une étuve à 35°C pendant 24 heures. 

Avant la lecture de la microplaque, nous avons ajouté 10µl d’un indicateur de croissance ou de 

viabilité des levures, il s’agit du tétrazolium [MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-

2,5diphenyltétrazolium bromide (Sigma)]. Le MTT est préparé en  extemporané à une concentration 

de 0,4 mg/ml dans de l’eau physiologique stérile. La microplaque est réincubée à 35°C pendant 30 

minutes. Les puits où une croissance a eu lieu présentent une couleur bleue violette. 
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Figure N°11 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice sur la microplaque 
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     2.4. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) : 

Pour la détermination de la concentration minimale fongicide, nous avons utilisé la méthode décrite 

par Espinel-Ingroff et coll., (2002). Cette méthode est en accord avec les exigences de la NCCLS 

«The National Committee for Clinical Laboratory Standards». 

La concentration minimale fongicide (CMF) correspond à la concentration minimale d’antifongique 

capable d’éliminer plus de 90% des agents pathogènes, après 24 ou 48 heures d’incubation.  

Après la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation à 35°C), les puits qui montrent une 

inhibition complète (100% inhibés ou claire) contenant les concentrations en  substance 

antifongique strictement supérieures à la CMI vont servir à la détermination de la CMF.  

Pour cela, 20µl de chacun de ces puits vont être transférés dans des boîtes de Pétri contenant du 

milieu Sabouraud gélosé. Les boîtes sont incubées dans une étuve  à 35°C pendant 48 h.  

Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La boîte 

correspondante à la CMF renferme un nombre de colonie inférieure à 3. 

 

    2.5. Etude de la toxicité de nos formulations vis à vis des globules rouges humains :  

2.5.1. Préparation de la suspension érythrocytaire : 

 Du sang fraîchement prélevé sur tube hépariné est centrifugé à 4000 tours/minutes pendant 5 

minutes. Après élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois  avec une solution de lavage 

glacée MgCl2 (2 mM) NaCl (150mM) puis suspendu à nouveau dans le tampon phosphate salé de 

sodium (PBS) 10mM, pH 7,4. 

2.5.2. Préparation des solutions antifongiques : 

Pour la préparation des solutions antifongiques, nous avons utilisé : 

‐ L’amphotéricine B à une concentration finale égale à 20µM (environ 20 fois la CMI) afin 

d’obtenir une hémolyse.  

‐ La vitamine C est utilisée à une concentration finale de 1,4 mM. 

‐ La vitamine E est utilisée à une concentration finale de 8x10-3mM. 

Les solutions ainsi préparées sont gardées à l’abri de la lumière à température ambiante pendant 20 

minutes avant leur utilisation pour assurer une meilleure stabilité et une bonne solubilisation de 

l’amphotéricine B. 
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2.5.3. Evaluation de la toxicité de nos formulations vis à vis des globules rouges 

humains : 

Les globules rouges sont suspendus dans du tampon isotonique PBS 10mM, pH 7,4 à raison de 

4000 cellules/ml. 

La suspension érythrocytaire est incubée à 37°C sous agitation continue pendant 120 minutes, dès 

l’addition de la solution antifongique à une concentration finale de 20µM. 

Des prélèvements de 500µl à partir de la solution réactionnelle sont effectués à intervalles réguliers. 

A ces prises d’essai, nous ajoutons 2ml d’une solution de lavage glacée (NaCl 150mM, MgCl2 

2mM). 

Après centrifugation à 4000 tours/minutes pendant 5 minutes sur centrifugeuse JOUAN, nous 

récupérons le surnageant sur lequel l’hémoglobine est dosée  par lecture de la densité optique à une 

longueur d’onde de 548 nm. 
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Ce travail est réparti en deux volets, car nous nous sommes intéressés à évaluer l’activité 

antifongique  de l’amphotéricine B en présence  des antioxydants naturels, parmi ces derniers nous 

avons choisis la vitamine C « acide ascorbique » et la vitamine E « α tocophérol ». L’apparition des 

effets secondaires sévères suivis d’un traitement par l’Amphotéricine B nous a poussés aussi à 

évaluer la cytotoxicité de nos formulations en présence des deux vitamines sur les globules rouges 

humains. 

 

1. Evaluation de l’activité antifongique : 

Dans cette partie, nous avons utilisé deux techniques pour l’évaluation quantitative de l’activité 

antifongique de l’amphotéricine B en l’absence et en présence des deux vitamines : 

 Détermination de l'activité antifongique sur milieu liquide (time-kill curve). 

 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et fongicide (CMF). 

  

1.1. Détermination de l'activité antifongique sur milieu liquide (time-kill curve): 

1.1.1. Effet de l’addition de la vitamine C : 

La Figure N°12 regroupe les résultats relatifs à l’effet de l’addition de la vitamine C (1,4mM) sur 

l’activité antifongique de l’AmB (0,4µM) vis-à-vis de Candida albicans ATCC 10231. 

• La courbe (a) représente la culture témoin sans aucune addition. Les levures passent par une 

phase de latence de 2 heures caractérisée par un nombre constant de cellules de départ. 

Ensuite, les cellules entrent en phase de croissance exponentielle par six générations 

successives. 

Le nombre de cellules augmente pour atteindre un maximum au bout de 8 heures 

d’incubation. Ce taux reste inchangé durant une phase stationnaire allant jusqu’à 10 heures 

d’incubation à 30° C sous agitation continue. 

• La courbe (b) représente l’effet de la vitamine C sur la croissance de Candida albicans. Les 

cultures menées en présence de vitamine C (1,4mM) donnent des croissances similaires à la 

culture témoin. 

• La courbe (c) représente l’effet de l’amphotéricine B sur la croissance de Candida albicans. 

Nous remarquons un prolongement de la phase de latence. Cette dernière passe de 2 heures 

en absence d’antifongique jusqu’à 24 heures  en présence de 0,4µM d’Amphotéricine B. 

Ensuite, les cellules reprennent leur croissance d’une manière similaire aux cellules témoins 

pour atteindre un maximum de croissance égale à 57,5x106 cellules/ml qui correspond à un 

degré d’inhibition de 42,5 %. 
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• La courbe (d)  représente l’effet de l’addition de la vitamine C sur l’activité antifongique de 

l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicansATCC10231. Nous remarquons un 

décalage de temps en phase de latence qui passe de 24 heures à 27 heures. En phase 

stationnaire la charge cellulaire atteint un maximum de croissance inférieur par rapport à 

l'amphotéricine B seule égal à 51x106cellules/ml qui correspond à un degré d’inhibition de 

49%. 

Il ressort de ce résultat que le milieu réactionnel d’amphotéricine B (0,4µM) supplémenté de 

vitamine C à concentration finale de 1,4mM, augmente l’activité antifongique de l’amphotéricine B 

vis-à-vis de Candida albicans ATCC 10231 de 6,5%. Cela est dû au pouvoir  antioxydant de la 

vitamine C qui confère une protection contre l’autoxydation de la molécule d’amphotéricine B. Ce 

résultat va dans le même sens que celui d'ATMACA et ÇIÇEK (1996). 

Le prolongement de la durée d’incubation au-delà de 24h, provoque un ressuscitement d’un certain 

nombre de cellules. 

En effet, le pourcentage des cellules qui ressuscitent est estimé à 57,5% en présence d’AmB seule 

avec une phase de latence de 24h et à  51% en présence du complexe AmB-Vit C avec une phase de 

latence de 27h. 
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Figure N°12 : Effet de l’addition de la vitamine C (1,4mM) sur l’activité antifongique 
de l’AmB (0,4µM) vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231.
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Les photos N°01 (a) et (b) correspondent aux changements structuraux de C. albicans mise en 

culture en absence de toute addition (culture témoin). 

Nous remarquons qu’en phase de latence (photo N°01 a) les changements structuraux sont marqués 

par l’augmentation de la taille des cellules et l’apparition de l’état de bourgeonnement. Cet état 

bourgeonnant se généralise avec la présence de quelques agrégats cellulaires, lorsque les cellules 

sont en phase exponentielle de croissance (photo N°01 b). 

Les photos N°01 (c) et (d) correspondent aux changements structuraux au cours de la croissance de 

C. albicans en présence d’AmB et de la vitamine C à la fin de la phase de latence. Pour les levures 

cultivées en présence d’AmB seule (photo N°01 c) ou en présence d’AmB-Vit C (photo N°01 d), 

nous remarquons après 18 heures d’incubation (ce qui correspond à la fin de la phase de latence) 

une augmentation de la taille des cellules. 

Les photos N°02 (b), (c), (d) et (e) correspondent aux changements structuraux au cours de la 

croissance de C. albicans en présence d’AmB et de la vitamine C pendant  la phase stationnaire. 

Après 36 heures (ce qui correspond à la phase stationnaire) nous observons un éclatement des 

cellules de C. albicans cultivées en présence d’AmB seule (photos N°02 b et c). Alors qu’présence 

de AmB-Vit C (photos N°02 d et e) non seulement il y a lyse mais aussi une nette diminution de la 

charge cellulaire. 
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Témoin AmB seule AmB- Vit C 

 

 

 

 

 

 

  

  

C. albicans sans aucune addition 
(a) En phase de latence; (b) En phase 

exponentielle.  
 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4µM] à la fin de la phase de 

latence. 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4 µM] et Vit C [1,4mM] à la fin 

de la phase de latence. 

 

Photos N°01 : Changements structuraux de Candida albicans ATCC10231 en 

l’absence et en présence d’antifongique et de la vitamine C à la fin de la phase de 

latence. 

 

 

(a) 

(b) 

(c) (d) 
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Témoin AmB seule 

 

AmB- Vit C 

  

 

 

 

 (b) (d)

C. albicans sans aucune addition à la 
fin de la phase stationnaire. 
 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4µM] pendant la phase 

stationnaire. 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4 µM] et Vit C [1,4mM]  

pendant la phase stationnaire. 

 

(e) (c) 

(a) 

 

Photos N°02 : Changements structuraux de Candida albicans ATCC10231 en l’absence 

et en présence d’antifongique et de la vitamine C pendant la phase stationnaire. 
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1.1.2. Effet de l’addition de la vitamine E : 

La Figure N°13 regroupe les résultats relatifs à l’effet de l’addition de la vitamine E (8x10-3mM) 

sur l’activité antifongique de l’AmB (0,4µM) vis-à-vis de Candida albicans. 

• La courbe (a) représente la culture témoin à 100% de croissance. 

• La courbe (b) représente l’effet de la vitamine E sur la croissance de Candida albicans. Les 

cultures menées en présence de vitamine E (8x10-3mM) donnent des croissances similaires à 

la culture témoin. 

• La courbe (c) représente l’effet de l’amphotéricine B sur la croissance de Candida albicans. 

Nous remarquons un prolongement de la phase de latence. Cette dernière passe de 2 heures 

en absence d’antifongique jusqu’à 24 heures  en présence de 0,4µM d’Amphotéricine B. 

Ensuite, les cellules reprennent leur croissance d’une manière similaire aux cellules témoins 

pour atteindre un maximum de croissance égale à 54,5x106cellules/ml qui correspond à un 

degré d’inhibition de 45,5 %. 

• La courbe (d)  représente l’effet de l’addition de la vitamine E sur l’activité antifongique de 

l’amphotéricine B vis-à-vis Candida albicans. Nous remarquons un décalage de temps dans 

la phase de latence qui passe de 24 heures à 27 heures. En phase stationnaire la charge 

cellulaire atteint un maximum de croissance inférieur par rapport à l'amphotéricine B seul 

égal à 42,5x106cellules/ml qui correspond à un degré d’inhibition de 57,5%. 

Il ressort de ce résultat que le milieu réactionnel d’amphotéricine B (0,4µM) supplémenté de 

vitamine E à concentration finale de 8x10-3mM, augmente l’activité antifongique de 

l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC 10231 de 12%. Cela est dû au pouvoir  

antioxydant de la vitamine E qui confère une protection contre l’autoxydation de la molécule 

d’amphotéricine B. Ce résultat va dans le même sens que celui d'ANDREWS et coll., (1977). 

Le prolongement de la durée d’incubation au-delà de 24h, provoque un ressuscitement d’un certain 

nombre de cellules. 

En effet, le pourcentage des cellules qui ressuscitent est estimé à 54,5% en présence d’AmB seule 

avec une phase de latence de 24h et à  42,5% en présence du complexe AmB-Vit E avec une phase 

de latence de 27h. 
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Figure N°13 : Effet de l’addition de la vitamine E sur l’activité antifongique de 
l’amphoéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC 10231.
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Les photos N°03 (a) et (b) correspondent aux changements structuraux de C. albicans mise en 

culture en absence de toute addition (culture témoin). 

En absence de toute addition (culture témoin), nous remarquons qu’en phase de latence (photo 

N°03a) les changements structuraux sont marqués par l’augmentation de la taille des cellules et 

l’apparition de l’état de bourgeonnement. Cet état bourgeonnant se généralise avec la présence de 

quelques agrégats cellulaires, lorsque les cellules sont en phase exponentielle de croissance (photo 

N°03 b). 

Les photos N°03 (c) et (d) correspondent aux changements structuraux au cours de la croissance de 

C. albicans en présence d’AmB et de la vitamine E à la fin de la phase de latence. 

Pour les levures cultivées en présence d’AmB seule (photo N°03 c) ou en présence d’AmB-Vit E 

(photo N°03 d), nous remarquons après 18 heures d’incubation (ce qui correspond à la fin de la 

phase de latence) une augmentation de la taille des cellules. 

Les photos N°04 (b), (c), (d) et (e) correspondent aux changements structuraux au cours de la 

croissance de C. albicans en présence d’AmB et de la vitamine E pendant  la phase stationnaire. 

Après 36 heures (ce qui correspond à la phase stationnaire) nous observons un éclatement des 

cellules de C. albicans cultivées en présence d’AmB seule (photos N°04 b et c). 

Alors qu’présence de AmB-Vit E (photos N°04 d et e) non seulement il y a lyse mais aussi une 

nette diminution de la charge cellulaire. 
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Témoin AmB seule AmB- Vit E 

 

 

 

 

 

 

  

C. albicans sans aucune addition 
(a) En phase de latence; (b) En phase 

exponentielle.  

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4µM] à la fin de la phase de 

latence. 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4 µM] et Vit E [8x10-3mM] à la 

fin de la phase de latence. 

 

 

Photos N°03 : Changements structuraux de Candida albicans ATCC10231 en 

l’absence et en présence d’antifongique et de la vitamine E à la fin de la phase de 

latence. 
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Témoin AmB seule AmB- Vit E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

C. albicans sans aucune addition à la 
fin de la phase stationnaire. 
 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4µM] pendant la phase 

stationnaire. 

C .albicans en présence d’AmB 

[0,4 µM] et Vit E [8x10-3mM] 

pendant la phase stationnaire. 

(b) (d)

(e)

 (a) 

(c) 

 

 

Photos N°04 : Changements structuraux de Candida albicans ATCC10231 en l’absence 

et en présence d’antifongique et de la vitamine E pendant la phase stationnaire. 
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Selon les résultats obtenus à ce niveau de l’étude, sous l’action de l’amphotéricine B en absence ou 

présence des vitamines (C ou E) les levures de C. albicans ATCC 10231, perdent leurs constituants 

cellulaires et finissent par mourir. Néanmoins, un certain nombre de ces cellules échappe à l’effet 

toxique de cette drogue. Ces cellules capables de ressusciter si le temps d’incubation est prolongé 

au-delà de 24 heures sont dites selon BOUCHERIT et coll., (2007), des cellules dormantes. 

En fait, la dormance a été définie comme un état réversible de basse activité, dans lequel des 

cellules peuvent persister pendant des périodes prolongées sans division (KAPRELYANTS et 

KELL, 1993). Cependant, le phénomène de la dormance des levures n’a été mis en évidence que 

depuis relativement peu de temps, et il est encore mal connu. 

Les questions concernant le réveil de la dormance sont à prendre en compte s’il résulte de la 

production par des cellules d’un facteur de survie qui stimule la renaissance des cellules dormantes 

(ARSENY et coll., 1994), ou s’il est la conséquence du rétablissement des dommages induits par 

l’amphotéricine B au niveau de la membrane des cellules comme il a été montré pour les cellules 

des mammifères (BINET et BOLARD, 1988). 

Par ailleurs, nous constatons une meilleure activité de l'amphotéricine B en ajoutant les vitamines C 

et E, ce qui est probablement due principalement au pouvoir antioxydant de ces derniers. 

En comparant les degrés d'inhibition de l'amphotéricine B associée aux vitamines (6,5% pour la 

vitamine C et 12% pour la vitamine E), nous remarquons que l'activité antifongique en présence de 

la vitamine E est deux fois plus importante qu’en présence de la vitamine C, ce qui est 

probablement lié au fait que selon CURTAY et ROBIN, (2000) le pouvoir antioxydant de la 

vitamine E est plus élevé que celui de la vitamine C. 

Il semblerait alors que l’activité de l’amphotéricine B est liée directement et parallèlement au 

pouvoir antioxydant des vitamines. 
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1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et fongicide (CMF): 

La sensibilité de Candida albicans vis-à-vis de l’antifongique en présence et en absence des 

vitamines a été évaluée selon la méthode européenne EUCAST. Les résultats obtenus sont présentés 

sur le tableau N°01. 

L’addition de la vitamine C ou de la vitamine E dans le milieu de culture permet une réduction de la 

CMI et de la CMF d’un facteur de 4. Elles passent de 0,4µM (AmB seule) à 0,12µM (AmB-Vit) 

pour la CMI, et de 1µM (AmB seule) à 0,25µM (AmB-Vit) pour la CMF. 

Il est à noter que le rapport CMI/CMF=2 quelque soit la formulation utilisée (AmB seule ou AmB-

Vit), ce qui selon FAUCHER et AVRIL (2002), correspond à une action fongicide. 

Il est à noter que les cellules ayant subi l’action de la CMF durant 48 heures d’incubation, ne sont 

plus cultivable par la suite.  

 

Tableau N°01:CMI et CMF de l’AmB en l’absence et en présence des vitamines. 

 CMI (µM) CMF (µM) 

AmB 0,5 1 

AmB en présence Vit C F 0,12 0,25 

AmB en présence Vit E F 0,12 0,25 
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2. Etude de la toxicité de nos formulations vis à vis des globules rouges humains : 

Pour les tests de cytotoxicité de l’amphotéricine B, les expériences ont été menées sur le globule 

rouge humain. 

Lorsque la membrane plasmique du globule rouge est altérée par l’action de l’amphotéricine B, il 

s’ensuit une lyse qui se traduit par la libération d’hémoglobine chez le globule rouge ; c’est 

pourquoi nous avons dosé le taux d’hémoglobine extracellulaire avant et après l’addition des 

vitamines. 

L’amphotéricine B est utilisée à une concentration de 20µM (20 fois la CMF) et les vitamines C et 

E sont ajoutées au milieu réactionnel à 1,4mM et à 8x10-3mM respectivement.  

L’antifongique et les vitamines sont additionnées au milieu réactionnel au même moment que les 

cellules ce qui correspond au temps zéro des expériences. 

La figure N°14 représente l’effet de l’addition de  la vitamine C à l’AmB sur la perte de 

l’hémoglobine chez le globule rouge humain. 

• La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition. Nous n’observons aucune 

perte d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation. 

• La courbe (b) représente la courbe contrôle de la vitamine C. Nous n’observons aucune 

perte d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation. 

• La courbe (c) représente l’effet de la solution d’AmB à 20µM. Les  globules rouges perdent 

près de 22% de leur hémoglobine après 5 minutes d’incubation et près de 73% après 15 

minutes d’incubation. Cette perte est autour de 85% après 120 minutes d’incubation.  

• La courbe (d) représente l’effet de la solution d’AmB (20µM) en présence de la vitamine C  

à une concentration finale de 1,4mM. Les  globules rouges perdent près de 22% de leur 

hémoglobine après 5 minutes d’incubation et près de 61% après 15 minutes de contact. Ce 

taux est inférieur à celui de l’amphotéricine B seule. A la fin de l’expérience, le taux 

d’hémoglobine extracellulaire atteint un maximum de 69% qui est nettement inférieur à 

celui de   l’amphotéricine B seule (85%).  
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Figure N°14 : Effet de  la vitamine C additionnée à l'AmB sur la fuite de 
l'hémoglobine intracellulaire chez les érythrocytes.
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La figure N°15 représente l’effet de l’addition de  la vitamine E sur la perte de l’hémoglobine chez 

le globule rouge humain. 

• La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition d’AmB. Nous n’observons 

aucune perte d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation. 

• La courbe (b) représente la courbe contrôle de la vitamine E. Nous n’observons aucune perte 

d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation. 

• La courbe (c) représente l’effet de la solution d’AmB préparé à concentration finale de 

20µM. Les globules rouges perdent près de 85% de leur hémoglobine après 120 minutes 

d’incubation. 

• La courbe (d) représente l’effet de la solution d’AmB (20µM) en présence de la vitamine E  

à une concentration finale de 8x10-3mM. Les  globules rouges perdent près de 21% de leur 

hémoglobine après 5 minutes d’incubation et près de 59% après 15 minutes de contact. Ce 

taux est inférieur à celui de l’amphotéricine B seule. A la fin de l’expérience, le taux 

d’hémoglobine extracellulaire atteint un maximum de 67% qui est nettement inférieur à 

celui de   l’amphotéricine B seule (85%). 

D’après les résultats obtenus, nous remarquons que la solution d’AmB (20µM) induit une libération 

massive de l’hémoglobine 85% après 60 minutes d’incubation. D’autre part, en présence de la 

vitamine C (1,4mM) la vitamine E (8x10-3mM) la perte d’hémoglobine n’est que de 69% et 67% 

respectivement. Il semble qu’il ya une protection du globule rouge contre la toxicité de l’AmB qui 

serait due fort probablement au pouvoir antioxydant des vitamines. 
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Figure N°15 : Effet de  la vitamine E additionnée à l'AmB sur la fuite  de
l'hémoglobine intracellulaire chez les érythrocytes.
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Au terme de cette étude, nous pouvons dire que dans le but de la recherche de nouvelles stratégies 

qui ont pour objectif l’amélioration de l’index thérapeutique de l’amphotéricine B c'est-à-dire 

réduire sa toxicité vis-à-vis des cellules animales sans altérer son efficacité vis-à-vis des cellules 

fongiques et des levures, l’incorporation des molécules antioxydantes au milieu réactionnel 

d'antifongique que nous proposons semble être une approche prometteuse.  

L’addition de la vitamine C et E à des concentrations finales de 1.4mM et 8x10-3mM 

respectivement dans le milieu réactionnel de l’amphotéricine B, provoque une inhibition de la 

croissance de Candida albicans ATCC 10231. Cette inhibition se traduit par un prolongement de la 

phase de latence de 24h en présence d’AmB seule à 27 h en présence du complexe AmB-Vitamines.  

Nous remarquons que l’on prolonge le temps d’incubation des levures dans le milieu de culture, la 

croissance et la division cellulaire reprennent de nouveau. Nous pouvons conclure que sous l’effet 

de l’amphotéricine B, les cellules perdent leurs constituants cellulaires et finissent par mourir. 

Néanmoins, un certain pourcentage de cellules échappe à l’effet toxique de cette drogue. Ces 

cellules capables de ressusciter si le temps d’incubation est prolongé au-delà de 24 heures sont 

appelées les cellules dormantes. Cela pourrait expliquer les échecs thérapeutiques dans les 

traitements antifongiques. 

Pour les tests de cytotoxicité, nous avons utilisé un modèle universel de cellules animales, il s’agit 

du globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain. Les résultats que nous avons obtenus 

montrent que l’incorporation de la vitamine C et E dans le milieu réactionnel à des concentrations 

finales de 1.4mM et 8x10-3mM respectivement induit une protection du globule rouge contre la 

toxicité de l’AmB qui serait due fort probablement au pouvoir antioxydant des vitamines. 

Les résultats obtenus ont montré une augmentation de l’index thérapeutique de l’amphotéricine B 

supplémentée des vitamines, le meilleur résultat obtenu correspond à l’addition de la vitamine E au 

milieu réactionnel d’AmB. 
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Dans le cadre des travaux de recherches entrepris au niveau du laboratoire Antibiotiques, 

Antifongiques : physico-chimie, synthèse et activité biologique sur l’amélioration de l’index 

thérapeutique de l’amphotéricine B, nous avons proposé l’incorporation des molécules 

antioxydantes (la vitamine C et la vitamine E) dans le milieu réactionnel de  l'amphotéricine B afin 

d'étudier l’effet de ces vitamines sur la toxicité sélective de l’antifongique aussi bien l’activité 

antifongique que la toxicité cellulaire. 

 

Il ressort de ce travail que: 

• L’addition des vitamines C et E au milieu réactionnel d’amphotéricine B à des 

concentrations finales : 0,4µM, 1,4mM, 8x10-3 mM respectivement, augmente l’activité 

antifongique de l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans de 6,5%  pour la vitamine 

C et de 12% pour la vitamine E. Cela est dû au pouvoir  antioxydant des vitamines qui 

confère une protection contre l’autoxydation de la molécule d’amphotéricine B.  

• L’examen microscopique de Candida albicans sous l’effet de nos formulations 

(amphotéricine B et vitamines) révèle une destruction membranaire due à l’effet de 

l’amphotéricine B avec une diminution de la charge cellulaire en présence des vitamines. 

• Nous constatons qu’en présence des vitamines la CMI et la CMF de l’amphotéricine B ont 

nettement  diminué d’un facteur de 4. 

• Concernant la cytotoxicité, l’amphotéricine B a provoqué une lyse cellulaire, la fuite de 

l’hémoglobine arrive à 85%, l’addition de la vitamine Cet la vitamine E a réduit l’effet 

toxique induit par l’amphotéricine B jusqu’un taux d’hémolyse qui arrive à 69% et à 67% 

respectivement ; ceci est dû principalement au pouvoir antioxydant de ces molécules. 

• L’index thérapeutique de l’amphotéricine B supplémentée des vitamines est nettement 

amélioré, le meilleur résultat obtenu correspond à l’addition de la vitamine E au milieu 

réactionnel d’AmB. 
 

Perspectives : 

• Tester l’activité fongitoxique de nos formulations sur des modèles animales.  

• Effectuer des études microscopiques plus approfondies pour étudier le mécanisme 

d’action de nos formulations et les changements morphologiques des souches 

testées. 

• D’élargir cette étude à d’autres antioxydants et d’autres souches de levures. 

• Effectuer des études comparatives avec d’autres antioxydants. 
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  الملخص

يقوم العلاج المعياري لهذه الإصابات على استخدام .. زاد انتشار الإصابة بالعدوى الفطرية، بما في ذلك المنقولة عن طريق الدم، بشكل آبير في السنوات الأخيرة

 .ب على الرغم من آونها مصدر لأعراض جانبية شديدة السّمية، التي قد تهدد حياة المصاب في بعض الأحيان الأمفوتريسين

) E(وفيتامين " حمض الأسكوربيك) "C(فيتامين(العمل الذي قمنا به يترآّز من ناحية على تقييم فعالية الأمفوتريسين ب في وجود بعض مضادات الأآسدة الطبيعية 

"α على نشاط الخميرة  ")توآوفيرولCandida albicans ATCC 10231 و من ناحية أخرى باختبار السّمية لهذه المستحضرات على خلايا الدم الحمراء.  

سين ب في فنلاحظ ، أنّ درجة تثبيط الأمفوتري. ميكرو مول 0,4أظهرت النتائج تحسنا ملحوظا في آفاءة صيغنا المختبرة مقارنة بالأمفوتريسين ب وحده عند الترآيز

فيما يتعلق باختبار . مل/ ميكرو غ  8عند الترآيز النهائي ) E(٪ في وجود فيتامين  12٪ و إلى  7مل قد ارتفع إلى / ملغ  1,4عند الترآيز النهائي C وجود الفيتامين 

ي ، يقلل من التأثير السّام الناجم عن الأمفوتريسين ب من مل ، على التوال/ميكروغ 8و مل/ملغ 1,4ين مختلف ينآيزبتر) E(وفيتامين ) C(السّمية ، إضافة فيتامين 

. ٪ 69٪  إلى معدل  85معدل 

 ،اختبار السّميةالفعالية، مضادات الأآسدة ، ) E(، فيتامين ) C(، الأمفوتريسين ب ، فيتامين  Candida albicans: آلمات البحث 

 

Résumé  

L'incidence des infections fongiques ou mycoses, notamment hématogènes, a considérablement augmenté au cours des  

dernières années. Le traitement de référence pour ces infections est basé sur l’utilisation de l’amphotéricine B malgré qu’elle 

soit à l’origine de phénomènes toxiques très sévères mettant en jeu parfois le pronostic vital.  

Le travail que nous avons entrepris à porté, d’une part, sur  l’évaluation de l’efficacité de l’amphotéricine B en présence de 

quelques  antioxydants naturels (vitamine C « acide ascorbique » et vitamine E « α tocophérol ») ; vis-à-vis la levure Candida 

albicans ATCC 10231 d’une part. D’autre part, nous avons testé la cytotoxicité de ces formulations sur les globules rouges 

humains. 

Les résultats obtenus ont montré une nette amélioration de l’efficacité de nos formulations testées par rapport à 

l’amphotéricine B seule à une concentration finale de 0,4 µM. En effet, le degré d’inhibition  est de 7% en présence de la 

vitamine C à une concentration finale de 1,4 mg/ml et de 12 % en présence de la vitamine E à une concentration finale de 8 

µg/ml. Par ailleurs, l’addition de la vitamine C et la vitamine E, protège les globules rouges humains contre la cytotoxicité 

induite par  l’amphotéricine B. En effet, la fuite de l’hémoglobine passe de 85 % en présence d’amphotéricine B  seule à  69 

% en présence d’amphotércine B complexée aux deux vitamines étudiées. 

Mots clés : Candida albicans, Amphotéricine B, Vitamine C, Vitamine E, Pouvoir antioxydant, Efficacité, Cytotoxicité 

 

Abstract 

The incidence of fungal infections or mycoses, including hematogenous, has increased dramatically in recent years. The 

reference treatment for these infectionsis based on theuse of amphotericin B despite being the source of severe toxic reactions, 

sometimes involving life-threatening. 

The work we have undertaken focused one valuating the effectiveness of amphotericin B in the presence of some natural 

antioxidants (vitamin C" ascorbic acid" and vitamin E" α tocopherol ") towards they east Candida albicans 

ATCC10231forone thing. Secondly, we tested the cytotoxicity of these formulations on human red blood cells. 

The results obtained showed a marked improvement in the efficiency of our formulations tested against amphotericin B alone 

0.4 µM. Indeed, the degree of inhibition of amphotericin B in the presence of Vitamin C at a final concentration of 1.4 mg/ml 

increase of 7 % and 12 % in the presence of vitamin E to a final concentration of 8 µg/ml. Concerning the cytotoxicity, the 

addition of vitamin C and vitamin E at the concentrations, 1.4mg/ml and 8 µg/ml respectively, reduces the toxic effect 

induced by amphotericin B of a hemolysis rate of 85 % to 69 %. 

Keywords: Candida albicans, amphotericin B, Vitamin C, Vitamin E, Antioxidant, efficacity, Cytotoxicity 
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